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" Composition cosmetiaue contenant un compose a activite 
stimulatrice de la production d'interleukine-6 " 

La presente invention concerne une composition cosmetique contenant 
un compose actif capable de stimuler in vivo la production d'interleukine-6(IL- 
6) par les keratinocytes humains. 

Parmi le large spectre de cytokines produites par les cellules, la 
stimulation specifique de la synthese d'IL-6 represente un interet particulier 
pour Papplication en cosmetologie. Outre ses effets activateurs sur Timmunite 
cellulaire et humorale, TIL-6 prend une part active dans les mecanismes de 
regeneration de I'epiderme. In vitro, TIL-6 stimule la synthase de collagfcne ainsi 
que la proliferation des keratinocytes et des fibroblastes. In vivo, chez des 
souris transggniques sur-exprimant TIL-6 au niveau cutane, on observe un 
epaississement du stratum corneum. Cette augmentation de la couche 
superficielle de Tepiderme survient sans manifestation pro-inflammatoire et 
rendrait compte de Tameiioration de la protection de la peau contre les lesions 
locales. L'ensemble de ces donn£es, issu de la literature, indique que TIL-6 
favorise la reparation des dommages causes k T6piderme et ralentit le 
vieillissement cutane. 

On pourra ainsi se reterer k K. Yoshisaki ef a/., Cytokine, 1990, 2, 381- 
387 ; R.M. Grossman et a/., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, 86, 6367-6371 ; 
Kirbauer et a/., J. Immunol., 1989, 142, 1922-1928 ; K, Turken et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 1992, 89, 5068-5072 ; J. Taylor-Papadimetriou et al, Cell. 
Differ., 1982, 11, 169-180 ; L Aarden et a/., Lymphokines, 1985, 10, 175-182. 
II est bien connu que lors du vieillissement cutane, d'une part au niveau de 
Tepiderme, la couche cornee est epaissie mais T6pidermopoiese est diminuee 
et la cohesion cellulaire au niveau de la membrane basale est alteree, II est 
done important d'apporter a la peau pour Taider k lutter contre le vieillissement 
cutane un actif qui soit capable de stimuler la proliferation des keratinocytes de 
fa?on k amener un epaississement de Tepiderme. D'autre part, au niveau du 
derme, les cellules responsables de la construction de Tarchitecture dermique, 
les fibroblastes ont une activity de plus en plus reduite avec comme 
consequence une diminution de la synthase de collagene, d'elastine et de 
glycosominoglycane. Parallelement, les effets de Texposition a la lumiere vont 
entramer une degradation acceieree des fibres dermiques existantes 
(vieillissement actinique). L'ensemble de ces effets conduit a une structure 
dermique desorganisee, qui enleve a la peau ses qualites mecaniques 
d'eiasticite, de fermete et de tonicite et favorise ainsi Tapparition des rides. 
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II est done important pour s'opposer aux effets du vieillissement, 
d'apporter k la peau un actif qui va stimuler les fibroblastes et les aider a 
reconstruire leur environnement. Cet effet pour §tre utile ne doit pas 
s'accompagner en parallele d'une augmentation de I'activite enzymatique de 
5 degradation des fibres, en particulier de la collagenase. II ne doit pas non plus 
modifier les fonctions naturelles de la peau. 

II a maintenant et£ trouve que les composants ou extraits capables de 
stimuler in vivo la production d'IL-6 par les keratinocytes humains constituent 
des "actifs" qui peuvent Stre utilises pour la preparation de compositions 

10 cosmetiques ; plus particulierement, il a ete trouve que des compositions 
cosmetiques contenant un compose capable de stimuler in vivo la production 
d'IL-6 par les keratinocytes humains peuvent §tre utilises dans la 
restructuration du tissu cutane sans pour autant interterer avec les fonctions 
naturelles de celui-ci.Les composes a activite stimulatrice de l'IL-6 par les 

15 keratinocytes humains aussi appeie ci-apres "actifs" sont montres capables d'induire 
une action propre sur la stimulation de la proliferation des keratinocytes (action 
autocrine de l'IL-6 sur les keratinocytes decrite dans la literature). 

Par ailleurs, les composes & activite stimulatrice de l'IL-6 par les 
keratinocytes humains se sont montres capables d'induire par leur action sur le 

20 fibroblaste une augmentation de la tonicite de I'environnement dermique de 
cette cellule. Ces composes induisent meme une legere augmentation du 
nombre de fibres de collagene, sans augmentation de I'activite collagenasique. 

Ainsi, un premier objet de la presente invention concerne une composition 
cosmetique contenant un compose capable de stimuler in vivo la production 

25 d'interleukine-6 par les keratinocytes humains en melange avec un excipient 
cosmetique. 

Le compose h activite stimulatrice de la production d'IL-6, ou actif, 
contenu dans la composition cosmetique peut §tre un compose non peptidique, 
un peptide, un extrait de cellules ou de tissus d'origine vegetale ou un produit 
30 obtenu par fermentation d'un micro-organisme, par exemple d'une bacterie ou 
d'un champignon et plus particulidrement d'une levure. 

On decrira ci-apr6s les caracteristiques de la souche SEBR 2002, ainsi 
que le procede detention de I'extrait a activite stimulatrice de la production 
d'interleukine-6 par les keratinocytes. 
35 Souche 

Dicouverte 

L'organisme producteur des extraits k activite stimulatrice de la production 
d'IL-6 par les keratinocytes humains selon cet aspect particulier de la presente 
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invention, est une souche de levure qui a ete isolee a partir d'un ^chantillon 
d'eau de gisement preleve sur un forage p6trolier dans le Loiret (France), 
auquel on a attribue le num^ro interne SEBR 2002. Un echantillon de ce micro- 
organisme a §t6 depose le 11 fevrier 1997 auprds de la C.N.C.M. de I'lnstitut 
Pasteur ou il a ete enregistre sous la reference 1 1844. 

Les caracteristiques biochimiques de ce micro-organisme ont 6te 
determines sur galeries API 50 CH (specifiques des sucres), commercialises 
par BioM6rieux et par le test biologique YT (spScifique des levures 
commercialisees par Biolog Inc. USA). On a ainsi determine que ce micro- 
organisme appartient a la famille des Basidiomycetes, genre Rhodotorula. 

II s'agit d'une levure polymorphe, m6sophile. Elle se developpe bien a 
28°C sur un milieu de culture YPG (agar yeast peptone glucose), la coloration 
des colonies est rose-orang6. 

Cet organisme, pr^sente des caractdres qui permettent de I'apparenter a 
I'espece minuta. 

Cette souche de levure Rhodotorula sp, d6pos6e aupr£s de la C.N.C.M. 
de rinstitut Pasteur sous le num6ro I 1844 et ses mutants producteurs 
constituent dgalement un objet de la pr6sente invention. 

L'isolement de cette nouvelle souche a 6t6 effectu6 en suivant la m6thode 
usuelle qui consiste a diluer une petite quantity d'eau du pr6I6vement k 
differentes concentrations et k staler un petit volume de chaque dilution sur la 
surface d'une boite de Petri contenant un milieu nutritif g6los6. Apres une 
incubation de quelques jours & 28°C, qui permet aux micro-organismes de se 
developper, les diff§rentes colonies sont s^parement pr^levees et repiquSes 
sur les glioses nutritives afin d'en obtenir des cultures plus abondantes. 

Apres cultures sur milieu nutritif g6\o$6 et plusieurs repiquages successifs 
qui permettent d'obtenir une culture abondante et pure de la souche d'interet, 
on fabrique un lot 0 de conservation de la souche mere puis des lots de 
semence primaire et secondaire. 

Pour cela, on prepare une suspension des levures a partir d'une culture 
sur milieu nutritif gelose en boite de Petri et d'un milieu de reprise ; ce milieu 
contient un cryoprotectant permettant d'assurer une bonne viabilite du 
microorganisme lors de la conservation par congelation. 

La suspension de levures obtenues est repartie dans des cryotubes qui 
sont conserves a -80°C : ces tubes constituent le lot 0. 

En suivant le meme protocole, mais a partir d'un tube du lot 0, on prepare 
un lot de semence primaire. 
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Puis toujours selon le meme protocole on prepare un lot de semence 
secondare a partir d'un cryotube du lot de semence primaire. 

La fabrication des lots de semences 0,1 et 2 assure une accessibility 
durable de la souche et done de I'activite recherchee. 

Precede 

Le procede de preparation des extraits k activite stimulatrice de la 
production d'IL-6 par les keratinocytes humains consiste a cultiver cette 
nouvelle souche I 1844, ou ses mutants producteurs, sur un milieu et dans des 
conditions de culture appropriee et a extraire ensuite la fraction active. 

La fraction active peut se trouver dans la biomasse ou dans le 
surnageant. 

Fermentation 

La culture de la souche I 1844 peut §tre effectu6e par toute methode de 
culture a^robie. On utilise a cette fin, les differents types d'appareils qui sont 
d'un usage courant dans I'industrie des fermentations. On peut, en particulier, 
adopter la demarche suivante pour la conduite des operations. 

Culture en fiole 

A partir du lot de semences secondaire, on ensemence des boites de 
Petri qui, apr6s deux k trois jours d'incubation, fournissent une suspension de 
levures qui est utilis6e pour ensemencer des fioies Erlenmeyer agitees 
contenant un milieu approprie. On peut aussi ensemencer directement la fiole 
agitee avec un tube du lot de semence. La culture en fioies agitees peut durer 
de un a trois jours. 

La production d'activite est observde par extraction de la biomasse 
obtenue par filtration ou centrifugation avec des solvants organiques. 

D£s le premier etage de culture en fioies, il peut §tre avantageux de 
realiser deux Stages de culture successifs : un premier etage pour multiplier les 
cellules et propager la biomasse, un second pour la production. Dans ce 
dernier cas une duree d'un a deux jours est suffisante pour le premier etage. 

L'activite de stimulation de la production d'IL-6 par les keratinocytes 
humains, contenue dans les extraits de biomasse des cultures est exprimee 
par un facteur ou index de stimulation nomme IS JU - 6 (IS) calcule en faisant le 
rapport des quantites d'IL-6 produite par induction par les extraits a la valeur 
mesuree au niveau basal (non induit) : 

ISil-6 = Production IL-6 induite 
Production IL-6 basale 
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Un extrait de biomasse est considere comme actif lorsque teste & 1% en 
concentration finale par rapport a I'extrait sec, sur keratinocytes SVK 14, il 
produit un IS compris entre les valeurs 1,2 et 6 de preference de 1,5 a 4,5. 

Un litre de culture permet d'obtenir environ de 10 a 50 ml d'extrait ayant 
5 un indice de stimulation compris entre 1,5 et 4,5, pour une dilution au 1006me 
(1/100). 

L'activite recherch6e peut etre obtenue par extraction de la biomasse des 
cultures en fioles mais il parait avantageux, afin d'obtenir l'activite recherchee 
en plus grande quantity, de r6aliser une culture en fermenteur et d'extraire 
10 ensuite la biomasse de celle-ci. 

Culture en fermenteur 

Le fermenteur est ensemenc6 par une culture en fiole agitee &g£e de 1 h 
2 jours, il est preferable que la culture soit encore en phase exponentielle, 

15 En fermenteur, suivant les conditions de culture utilisees, ('activity peut 

etre observe d£s les premieres heures de la culture mais il est avantageux 
d'attendre que la phase de croissance stationnaire soit atteinte avant de 
procSder a I'extraction.La culture de I 1844 en fermenteur permet de mieux 
controler les conditions de culture qui sont d6crites ci-apres par exemple le pH 

20 et Taxation. 

L'activit6 stimulatrice par les keratinocytes obtenues en fermenteur peut 
varier, sefon les conditions de culture appliquees.Un litre de culture permet 
d'obtenir apres extraction de la biomasse environ 50 ml d'extrait presentant un IS 
compris entre 1 ,5 et 4,5 pour une dilution au 100eme (1/100). 

25 

Conditions de culture 

Le milieu de culture utilise dans le procede de fermentation doit contenir 
au moins une source de carbone assimilable, une source d'azote assimilable et 
des elements mineraux. Comme sources de carbone assimilable, on peut 

30 utiliser par exemple, des hydrates de carbone, tels que le glucose, le mannose, 
le maltose, des dextrines, le glycerol, les acides amines et les proteines. 

Comme sources de carbone assimilable, on peut aussi utiliser les acides 
acetique, suberique, citrique, propionique, succinique et 2-cetoglutarique ou 
des huiles animales ou vegetales. 

35 Les meilleures sources d'azote assimilable se trouvent parmi les 

proteines, les peptones et les acides amines. Ces sources comprennent, par 
exemple, la caseine, la lactalbumine, le gluten et leurs hydrolysats, la farine de 
poisson, les extraits de levure ou les peptones. 
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La production de biomasse peut etre augments par I'adjonction, au cours 
de la culture, de Tun et/ou de I'autre de ces deux principaux substrats. 

Parmi les elements mineraux ajoutes au milieu de culture pour assurer la 
croissance du micro-organisme et optimiser I'assimilation des sources de 
carbone et d'azote par les cellules du micro-organisme, on peut citer des sels 
de potassium, de sodium, de fer, de magnesium, de calcium, ou de 
manganese ainsi que les composes du phosphore tels que les phosphates et 
les oligo-elements. 

La culture est agitee et aeree pendant une duree variant entre 10 heures 
et 60 heures ce qui permet d'obtenir des resultats avantageux. 

De preference, on maintient le pH du milieu de culture k une valeur 
legerement acide et la temperature optimum d'incubation se situe entre 23°C et 
38°C, Tintervalle pr6fer6 etant 25°C k 33°C. 

Les conditions de culture telles que la composition et le pH du milieu, la 
temperature d'incubation, la vitesse d'agitation ainsi que Iteration de la 
fermentation peuvent varier dans de larges limites et sont choisies de fagon k 
obtenir les meilleurs resultats possibles. 

Extraction 

L'obtention de I'extrait actif presentant une activite stimulatrice de la 
production d'IL-6 par les keratinocytes demande plusieurs etapes d'extraction. 

Une premiere etape consiste k separer la biomasse du reste du mout, 
pour cela on peut utiliser la centrifugation, la microfiltration tangentielle, la 
filtration a tambour rotatif ou toute autre methode habituellement utilis6e par 
Thomme du metier pour separer la biomasse d'un mout de fermentation. La 
biomasse est ensuite mise en contact pendant quelques heures avec un 
melange de solvants permettant d'extraire les molecules a caractere 
hydrophobe. 

La duree de mise en contact preferee est une nuit, soit 15 heures environ. 

La biomasse et la phase organique chargee sont ensuite separees par 
filtration frontale, la biomasse est eliminee. 

La phase organique est ensuite evaporee sous vide a une temperature 
variant de la temperature ambiante k 50°C jusqu'a i'obtention d'un extrait sec. 

Preparation de I'extrait actif 

L'extrait sec ainsi obtenu peut etre repris dans differents solvants 
habituellement utilises en cosmetologie. 
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La concentration de reprise est choisie pour permettre une parfaite 
dissolution de I'extrait et pour etre compatible avec I'utilisation ulterieure. 

L'extrait stimulateur de la production d'IL-6 par les keratinocytes, a raison 
de 5 k 10 % d'extrait sec selon I'activite, est introduit dans un melange 
ethanol/eau 50/50 (v/v) qui constitue le solvant prefere selon I'invention. Si Ton 
desire obtenir une poudre au lieu d'une solution, on peut simplement lyophiliser 
l'extrait sec. 

Un dosage d'activite stimulatrice de la production d'IL-6 par les 
keratinocytes realise sur une partie aliquote de chaque extrait obtenu permet 
d'evaluer son activite et de verifier la reproductibilite du procede. 

Afin d'eliminer toute trace de biomasse residuelle et d'assurer sa stabilite 
microbiologique, I'extrait est filtre sur une membrane ayant un seuil d'exclusion 
de 0,2 pm et reparti aseptiquement dans des flacons studies. La preparation 
aseptique de ces solutions permet d'eviter Tajout de conservateur.Differents 
essais biochimiques ont ete realises et ont permis de mettre en evidence que 
les extraits issus de ce nouveau micro-organisme I 1844 ont une activity 
stimulatrice de la production d'IL-6 par les keratinocytes, trds interessante. Leur 
puissante activite a ete demontr6e sur differents essais predictifs d'une 
reparation des diff6rents dommages causes k I'epiderme et du ralentissement 
du vieiilissement cutane. 

La caracterisation de I'effet stimulant de l'extrait I 1844 sur la synthese in 
vitro de l'IL-6 par les keratinocytes humains a ete r6alisee comme suit. 

Extrait 1 1844 et produits utilises 

Differents echantillons de Textrait I 1844, issus de differentes cultures en 
fermenteur realises dans des conditions similaires ont ete utilises. Ces 
echantillons ont 6t6 conserves k 4°C dans un melange ethanol/eau, 50/50 (v/v) 
a la concentration de 0,1 g/g d'extrait sec, puis dilues k la concentration finale 
souhaitee au moment de I'utilisation. 

Le produit de reference pour I'induction de la synthese de l'IL-6 a ete le 
LPS (E. Coli 055:B5) Sigma, conserve a -20°C a la concentration de 10 mg/ml 
dans du PBS. La polymyxineB, inhibiteur de LPS, a ete fournie par Sigma. 

Dilution des produits 

Les produits ont ete dilues dans le milieu d'incubation des keratinocytes 
(cf. ci-dessous). Sauf indication contraire les extraits I 1844 prepares comme 
indique ci-dessus ont ete evalues a ia concentration finale de 1 %o par rapport 
a l'extrait sec. Le LPS a ete teste k la concentration de 10 pg/ml. 
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Modele devaluation 
Cellules 

La lignee de keratinocytes humains utilisee a ete la lignee SVK 14 (J. 
Taylor-Papadimetriou et a/., Ceil. Differ., 1982, 11, 169-180), maintenue en 
culture dans le milieu DMEM contenant 4,5 g/l de glucose, 100 mmole de 
pyruvate de sodium, 50 U/ml de penicilline, 50 pg/ml de streptomicyne et 10 % 
de serum de veau foetal (SVF). A titre de comparison, des lymphocytes 
normaux humains (PBMNC) purifies sur gradient de Ficoll® et provenant de 
volontaires sains, ainsi que des keratinocytes provenant de la lignee A 431 
(ATCC CRL 1555) et des keratinocytes normaux humains issus de chirurgie de 
plastie mammaire (Biopredic, Rennes) ont ete cultives dans le m§me milieu 
que celui ddcrit ci-dessus mais contenant en plus 10 mg/ml d'EGF et 50 pg 
d'extrait d'hypophyse bovine. 

Incubation avec les prodults 

Pour Tinduction de TIL-6, les cellules sont ensemencees en triplets sous 
un volume final de 200 pi k une density de 5x1 0 4 cellules/puits dans des 
microplaques de culture de 96 puits. Aprds 24 heures d'incubation a 37°C dans 
une atmosphere a 95 % d'air et de 5 % de C0 2 , le milieu est limine et 
renouveie par un meme volume de milieu a 1 % de SVF contenant les produits 
aux concentrations indiquees. Au bout de 18 h 24 heures suppiementaires de 
culture, le surnageant de culture de chaque triplet est preleve, rassembie en 
pool et congeie k -20°C jusqu'& la determination du contenu en cytokines. 

Dosages de cytokines 

L'IL-6, TIL-1P, le TNFa et l'IL-8 ont 6t6 quantifies k I'aide de kits de dosage 
ELISA (R&D, Abington, UK). Chaque surnageant a ete evalue en doublets 
selon les indications du fabricant. La limite de detection de ces dosages est de 
3 pg/ml. En plus du dosage immunologique de la proteine par la technique 
ELISA, la forme active de l'IL-6 a egalement ete evaluee par dosage biologique 
sur cellules d'hybridome murin B9 (L. Aarden et a/., Lymphokines, 1985, 10, 
175-182). 

Expression des resultats 

Les resultats sont exprimes soit en valeur absolue de quantite de 
cytokines secretees (en pg/ml de proteine pour les dosages ELISA ou U/ml 
pour le dosage biologique B9 de l'IL-6 : une unite etant definie comme etant la 
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quantity de cytokine induisant 50 % de I'effet proliferatif maximum des cellules 
B9), soit en index de stimulation IS tel que defini precedemment calcule comme 
etant le rapport entre la production de cytokine induite et la production basale : 

IS| L . 6 = Production IL-6 induite 
Production IL-6 basale 

Resultats 

L'extrait a activite stimulatrice de production d'IL-6 sera ci-apres denomme 
simplement "extrait I 1844". Le numero de l'extrait utilise pour chaque 
experience ainsi que sa concentration sont indiques. 

Effet de l'extrait I 1844 sur la stimulation de l'IL-6 keratinocytaire 
L'extrait I 1844 stimule la synthese d'IL-6 des keratinocytes SVK 14 de 
facon dependante de la concentration. ConsideYant, comme seuil de positivite 
la quantity moyenne d'IL-6 basale produite + 3 SD (1 1 ,8 + [3x0,8] = 13,6pg/ml), 
l'extrait I 1844 stimule de facon significative la synthese d'IL-6 a partir de 
concentration voisines de 0,12 % (IS = 1,23), I'ECso est egale a 0,25 % et I'effet 
maximum est obtenu a la concentration de 2 % pour laquelle la synthese d'IL-6 
est stimulee d'un facteur 2,3. 

L'etude a ete etendue a une autre lignee de keratinocytes humains (lignee A 
431) ainsi qu'a des keratinocytes humains normaux. A I'instar de ce qui a ete 
observe sur la lignee SVK 14, l'extrait I 1844 est capable de stimuler la 
production d'IL-6 d'un facteur sup6rieur a 2 aussi bien sur une autre lignee de 
keratinocytes (A 431) que sur une primo-culture de keratinocytes normaux. 

L'effet de l'extrait I 1844 n'est done pas limite aux lignees mais est 
generalisable aux cellules normales. 

Specif icite de I'effet de l'extrait 1 1844 

La specificite de I'effet de l'extrait 1 1844 a ete verifies a differents niveaux 
en d6montrant : 

- que I'effet n'etait pas du a une contamination par du LPS 
bacterien dont la capacite a stimuler la production d'IL-6 est connue et que des 
cellules d'origine lymphoide egalement capables de produire l'IL-6, etaient 
insensibles a l'extrait 1 1844. 

- que parmi les cytokines pouvant etre synthetisees par les 
keratinocytes, seule la production d'IL-6 etait stimulee sous I'influence de 
l'extrait I 1844. 
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La presence de polymyxine, inhibiteur de LPS, ne modifie pas Peffet 
inducteur de I'extrait I 1844 sur la production d'IL-6 des keratinocytes SVK 14, 
alors que la stimulation induite par le LPS est logiquement inhibee par ce 
compost. Ce resultat indique que I'effet observe avec I'extrait I 1844 n'est pas 
provoque par une contamination due k une endotoxine bacterienne. De plus, 
devaluation realis6e par bio-essai B9 indique que la production d'IL-6 stimuiee 
par I'extrait I 1 844 est biologiquement active. 

L'etude comparative sur des cibles cellulaires differentes montre que fes 
lymphocytes sanguins (PBMNC), contrairement aux keratinocytes sont 
insensibles k I'effet a activity stimulatrice de I'extrait I 1844 sur la production 
d'IL-6. En revanche le LPS, capable de stimuler les deux types cellulaires est 
efficace dans les deux cas. Cette etude montre done que I'extrait I 1844 stimule 
les keratinocytes sans affecter les cellules d'origine lymphoTde. 

Enfin, I'extrait I 1844 stimule la synthase d'IL-6 sans augmenter de fagon 
concomitante le taux d'IL-1, d'IL-8 et de TNFa Parmi les cytokines, l'IL-8 revet 
un caractdre particulier puisqu'elle est capable par ses proprietes 
chimiotactiques de recruter au niveau local les polynucieaires neutrophiles. Elle 
joue done un role important dans I'inflammation. L'extrait I 1844 stimule la 
production d'IL-6 sans augmenter la production des autres cytokines etudiees. 

L'ensemble de ces donn6es : absence d'effet LPS, ciblage des seuls 
keratinocytes et stimulation limitee k PIL-6 permet de conclure k la specificity 
d'action de I'extrait 1 1844 et a Tabsence d'effet pro-inflammatoire. 

Ainsi, I'extrait I 1844 stimule reproductiblement la production d'IL-6 
keratinocytaire. Cet effet est observe aussi bien sur des keratinocytes humains 
etablis en lignees que sur des keratinocytes normaux humains issus de primo- 
culture. La propriete de I'extrait 1 1844 a stimuler la synthese d'IL-6 par les 
keratinocytes est specifique. Elle est due a une caracteristique intrinseque k 
I'extrait I 1844 et non pas a une contamination exog£ne de type endotoxine 
bacterienne, elle n'affecte pas les cellules d'origine lymphoTde et ne s'observe 
parmi les cytokines testees que pour l'IL-6 : la specificite de I'extrait I 1844 est 
double k la fois cellulaire et moieculaire. La caracterisation de I'effet a activite 
stimulatrice de I'extrait I 1844 sur l'IL-6 keratinocytaire a permis de definir 
comme critere d'activite pour tout ephantillon evalue sur les cellules SVK14 des 
index de stimulation de l'IL-6 compris entre 1,5 et 4,5. 

La caracterisation de I'effet de I'extrait I 1844 sur la contraction des fibres 
de collagene a ete r£alisee comme suit. 

Le but de cette etude est de tester I'effet de I'extrait I 1844 sur la 
contraction des fibres de collagene. On utilise un gel de collagene realise par le 
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melange de fibroblastes et de collagene. Sous I'effet de tensions exercees par 
les cellules, le collagene s'organise en fibres. Ce phenomene se quantifie par la 
contraction du gel. 

La lignee cellulaire utilisee est la souche MRC5, fibroblastes issus de 
poumon embryonnaire humain. lis sont cultives en milieu BME (Basal Eagle 
Medium) avec Glutamax I contenant 10 % de SVF, 1% de peniciline- 
steptomycine, 1% de fungizone et 1% de NEAA (acides amines non essentiels) 
Gibco®. 

Le collagene utilise est du collagene de type I issu de tendons de queue 
de rat, en solution a 2 mg/ml dans I'acide ac&ique. 

Methode d'obtention des gels 
Preparation de la suspension cellulaire 

Apr6s trypsinisation d'une culture de MRC5 obtenue sur une boite de 
P6tri de 75 cm 2 , la suspension cellulaire est pr6par6e dans du DMEM 
contenant 10% de SVF et les antibiotiques h raison de 1.10 6 cellules/ml de 
fa9on h obtenir 500 000 cellules par gel. 

La preparation du melange se fait sur glace afin de retarder la g&ification. 

Les differents constituants sont ajoutes sous agitation dans I'ordre et les 
proportions suivants : 


DMEM 1,76 X 

2,3 ml 

Collagene type I 

1,5 ml 

NaOH 0.1 N 

0,25 ml 

SVF 

0,45 ml 

Suspension cellulaire 

0,5 ml 


Ce melange bien homogen6is6 est r6parti dans une boite de Petri de 5 
cm de diametre (NUNC type bacteriologie) et incube k 37°C. Le gel se forme 
dans les 10 minutes qui suivent. Le gel est d6colle de la paroi de la boite 
environ 2 heures apr&s, k I'aide d'une lame de scalpel. Le diametre des gels 
est alors mesure a 24, 48 et 72 heures apr6s formation & I'aide d'une rdgle 
graduee en millimetres. 

Traitement 

L'extrait I 1844 est dilu6 dans le milieu DMEM 1 f 76X lors de I'obtention du 
gel de fa9on a obtenir les concentrations finales de 0,1%, 0,2% et 0,5%. Une 
solution de phenol a la concentration finale de 6,4 g/l est utilisee comme temoin 
d'inhibition de la contraction. 
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Analys quantitativ 

L'extrait I 1844 induit des la concentration de 0,1% une augmentation 
significative de la contraction. Le phenol utilise comme temoin d'inhibition de la 
contraction donne 0% de contraction. L'analyse quantitative par observation en 
microscopie electronique des gels contractus apres 72 heures en presence et 
en I'absence de l'extrait I 1844 montre des cellules actives qui semblent en 
phase de synthese proteique. Le traitement par l'extrait I 1844 ne semble pas 
modifier sensiblement le nombre et la taille des fibres. 

L'extrait I 1844 est efficace d6s la dose de 0,1 %. II augmente Pactivitg 
des fibroblastes qui se traduit par une augmentation de la contraction du gel de 
collagene et du nombre de fibres & la plus forte concentration seulement. 

La caracterisation de I'effet de l'extrait I 1844 sur I'activation de la 
collag^nase a e\6 realise comme suit. 

Le but de cette 6tude est de tester I'effet de l'extrait I 1844 sur I'activation 
de la collag^nase. On utilise pour cela un gel de collagene rdalisS par le 
melange de fibroblastes et de collagdne tritte. Dans cet environnement, les 
fibroblastes rSorganisent, remoddlent et contractent le collagdne pour produire 
une structure de type dermique. Pour cela, les fibroblastes produisent de la 
collag§nase qui est relargu^e dans le milieu de culture sous la forme latente 
qui peut etre activ6e sous Taction de proteinases. L'activite de la collagSnase 
est mesuree par sa capacity k digger un substrat collagenique tritie en 
peptides radiocatifs solubles. La collagenase latente est activ^e par la trypsine 
traitee a la IJ-tosylamide^-phenylethyl-chlorom^thyl cetone (TPCK). La lignee 
celiulaire utilisee est la souche MRC5, fibroblastes issus de poumon 
embryonnaire humain. lis sont cultiv^s en milieu BME (Basal Eagle Medium) 
avec Glutamax I contenant 10% de SVF, 1% de penicilline-streptomycine, 1% 
de fungizone et 1% de NEAA (acides amines non essentiels) Gibco®. 

Le collagene utilise est du collagene de type I issu de tendons de queue 
de rat, en solution a 2 mg/ml dans I'acide acetique. Le collagene marqu6 au 
tritium est en solution a 0,3 mg/ml dans I'acide acetique et son activite est de 
0,06 mCi/ml (Dupont Net-660). 

Methode d'obtention des gels 
Preparation de la suspension celiulaire 

Apr6s trypsinisation d'une culture de MRC5 obtenue sur une boite de 
Petri de 75 cm 2 de MRC5, la suspension celiulaire est preparee dans du DMEM 
contenant 10% de SVF et les antibiotiques a raison de 1 .10 6 cellules/ml. 
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La preparation du melange se fait sur glace afin de retarder la g6lification. 
Les differents constituants sont ajout6s sous agitation dans I'ordre et les 
proportions suivants : 


DMEM 2 X 

400 ul 

Collagene type I trifle" 

300 ul 

NaOHO.1 N 

100 u\ 

SVF 

100 ul 

Suspension cellulaire 

100 ul 


5 

200 \il de ce melange bien homog6n§ise sont r6partis dans une plaque de 24 
puits et incub6s k 37°C. La radioactivite est de 0,4 nCi/puits. 

Une heure aprds, 500 \x\ de milieu DMEM + 3 % SVF sont d6pos6s dans 
chaque puits. 

10 Toutes les 24 heures pendant 7 jours, Pactivite de la collag^nase activSe 

et latente est mesur£e. Pour cela, 500 (il de milieu sont pr6lev6s dans chaque 
puits et mis a compter en scintillation liquide. 300 \il de solution de trypsine - 
TPCK k 25 mg/ml dans du DMEM sont d6pos6s dans chaque puits et incubus 
k 37°C pendant 15 minutes. L'action de la trypsine est arretee par addition de 

15 200 \x\ de solution d'inhibiteur de trypsine k 100 mg/ml dans de Teau distiltee. 

500 |xl de milieu sont pr6lev6s et mis a compter en scintillation liquide. 500 \x\ 
de milieu DMEM + 3 % SVF sont rajout6s dans chaque puits et la plaque est 
remise a incuber pour 24 heures supptementaires. 

L'extrait I 1844 est dilu6 dans le milieu DMEM 2X lors de Tobtention du gel 

20 de fagon a obtenir les concentrations finales de 0,1 % et 0,5 %. 

L'extrait I 1844 ne modifie pas I'activite de la collag^nase totale. Les 
proportions respectives de collag^nase latente et activee ne sont pas modifi6es 
par rapport au controle k un temps donne, bien qu'une augmentation de la 
collag§nase latente soit observee au cours du temps aussi bien au niveau des 

25 controles qu'au niveau des trait6s. Le produit n'entraine pas d'activation de la 
collagenase. 

Dans la preparation des compositions cosmetiques selon la pr^sente 
invention, les extraits I 1844 ainsi constitues sont melanges aux solvants 
aqueux ou non et aux diluants conventionnels compatibles avec une utilisation 
30 topique ainsi qu'avec les composants actifs de la composition meme. Solvants 
et /ou diluants appropries seront choisis selon leur capacite a vehiculer le 
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composant actif de I'extrait de I'invention dans les structures cutanees 
epidermiques et dermiques. 

Les extraits 1 1844 de I'invention se sont, en plus, montres completement 
depourvus de genotoxicite dans les tests de Ames et de la reparation de I'ADN. 

Leur stabilite est compatible avec leur utilisation dans des compositions 
cosmetiques. 

Les compositions cosmetiques de la presente invention contiennent 
I'extrait I 1844 en pourcentages compris de 0,00001 % a 5 % en poids par 
rapport au poids total de la composition, en melange avec les excipients 
communement utilises pour la preparation de formulations cosmetiques a 
appliquer sur la peau. 

Lesdits pourcentages peuvent varier dans Pintervalle indique ci-dessus en 
fonction de I'activite intrinseque de I'extrait 1 1844 inclus dans !a composition. 

De preference ledit extrait I 1844 est present en pourcentages de 0,0001 
%k2% % en poids par rapport au poids total de la composition. 

Dans la preparation des compositions selon la presente invention, I'extrait 
I 1844 est melange aux solvants aqueux ou non et aux diluants conventionnels 
compatibles avec une utilisation sur la peau ainsi qu'avec d'autres composants 
de la composition m§me. Solvants et /ou diluants appropri6s sont choisis selon 
leur capacite a deposer I'extrait 1 1844 actif de I'invention sur la peau. 

Ces compositions contiennent generalement des excipients ou des 
additifs choisis parmi les ingredients habituellement utilises dans des 
compositions destinees h une application locale selon la n6cessit6 des 
formulations particulidres envisag6es. 

Elles peuvent contenir par exemple, des agents epaississants, des 
adoucissant, des emollients, des stabilisants, des conservateurs, des agents 
anti-mousse, des tensioactifs, des antioxydants, des colorants et/ou des 
pigments et/ou d'autres types de charges, des parfums, des silicones, des 
corps gras divers. 

L'extrait I 1844 est toujours de 0,00001 % a 5 % en poids, de preference 
de 0,0001 k 2 % en poids par rapport au poids total de la composition, ladite 
quantite etant calcuiee par rapport au poids de i'extrait sec. 

Les compositions selon la presente invention comprennent, de 
preference, un extrait du mout de fermentation de la nouvelle souche I 1844 
dans des proportions, en pourcentage poids/poids, qui dependent du degre 
d'activite de I'extrait utilise et done de la concentration en substance seche et 
de Pactivite specifique de cette substance. 
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Pour obtenir les compositions cosmetiques selon ('invention, on peut 
convenablement utiliser les extraits bruts obtenus directement de la 
fermentation sans aucune etape de purification, dans des proportions 
comprises de 0,00001 a 5%, avantageusement de 0,0001 a 2 % mieux de 
5 0,001 a 2 % en poids par rapport au poids total de la composition, et de 
preference de 0,01 k 2% en poids par rapport au poids total de la composition. 

Ces pourcentages en poids sont naturellement calculus sur la base du 
poids d'extrait sec prepare. 

Plus particulierement, les compositions de la pr6sente invention 

10 contiennent des extraits plus ou moins purifies, mis en solution et susceptibles 
d'etre obtenus par fermentation de la souche Rhodotorula deposee aupres de 
la C.N.C.M. de Nnstitut Pasteur sous le numero I 1844, ou de ses mutants 
producteurs avec des excipients normalement utilises pour des formulation de 
ce genre, tels que ceux mentionnes ci-dessus. 

15 La forme des compositions selon la pr6sente invention peut etre une 

Emulsion dans laquelle le constituant ou le melange de constituants, avec un 
stabilisant eventuel, est associe aux excipients couramment utilises dans les 
compositions cosmetiques et compatibles avec lesdits constituants tels que la 
lanoline ou les huiles vegetaies, minerales ou synthetiques. 

20 Les compositions de I'invention peuvent §tre egalement presentees sous 

forme de gel dans des excipients appropries tels que les esters de cellulose ou 
d'autres agents geiifiants comme les derives acryliques et contenir le principe 
actif sous forme dissoute ou suspendue en microgranules. 

Les compositions selon I'invention peuvent aussi prendre la forme d'une 

25 lotion ou d'une solution dans laquelle le melange des constituants est dissout 
ou microdisperse. 

La forme des compositions selon I'invention peut done etre une 

microdispersion dans un liquide contenant de I'eau ainsi qu'un ou plusieurs 

agents tensioactifs compatibles. Les dispersions presentent les caracteres des 
30 microemulsions en particulier, la transparence et la faible viscosite et ont 

pratiquement I'aspect de solutions vraies. Elles peuvent egalement etre 

prepares extemporanement. 

Une forme interessante des compositions selon ('invention est un fluide 

applique topiquement par I'intermediaire d'un support adhesif, ci-apres designe 
35 " patch ", ce patch permettant une diffusion controlee des composants actifs 

eventuellement activee par des phenomenes physiques tels que microcourants 

eiectriques. 
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Les compositions cosmetiques de la presente invention peuvent 
6galement contenir d'autres composant actifs ayant soit un effet du meme type 
que celui des stimulateurs de la synthase de collagene, des inhibiteurs de la 
collagenase ou de I'elastase, des vasoprotecteurs des produits qui contribuent 
a stimuler la proliferation des keratinocytes, a stimuler la synthese des 
constituants de la matrice extra-cellulaire (collagdne, 6lastine, 
glycosaminoglycanes) ou des produits utiles dans ce type de composition 
topique tels que des acc6lerateurs du renouvellement cellulaire, des inhibiteurs 
de la collagenase ou de I'elastase, des vasoprotecteurs, des antiradicalaires, 
des actifs permettant de r&ablir la fonction barrfere cutan^e (ceramides, acides 
gras essentiels) des hydratants. 

Les compositions de la presente invention jouissent d'une bonne stability 
et peuvent etre conserves pendant le temps nScessaire pour I'utilisation a des 
temperatures comprises entre -10°C et 60°C sans qu'il y ait sedimentation des 
constituants Ou separation des phases, ni une diminution de I'activite qui puisse 
en compromettre I'utilisation. 

Ces compositions sont tres bien toter^es, elles ne pr^sentent aucune 
phototoxicity et leur application sur la peau, pour des p^riodes prolong^es 
n'implique aucun effet secondaire. 

Les compositions de la presente invention, dans leurs differentes formes 
de presentation, peuvent etre utilises comme preparations destinees k 
pr^venir et/ou a lutter contre le vieillissement cutan§ qu'il soit de nature 
intrinseque ou extrinseque, principalement actinique dans ce cas. 

Les compositions cosmetiques a vis^e anti-age de la presente invention 
peuvent etre mises en contact avec Pepiderme ou le systeme pileux ou 
capillaire de fagon a en modifier I'aspect et a les proteger. } 

II est bien connu que la fermet6 est une quality essentielle pour garder 
une peau jeune. Elle constitue en effet un veritable marqueur de vitality 
cellulaire et sa disparition conditionne revolution des autres signes de 
vieillissement comme la formation des rides, ou encore ('absence d'6clat. 

Tant que le derme garde sa pleine densite et une souplesse elastique, 
I'epiderme reste 6galement lisse, souple et tr6s tonique. Le vieillissement de la 
peau est un phenomene compiexe qui commence en pfeine jeunesse. Les 
radicaux libres, les facteurs gdn6tiques, le soleil en sont quelques causes, qui 
sont cependant multiples et variables. L'ensemble des structures de la peau est 
touch6 a tous les niveaux et avec le temps les cellules deviennent moins 
nombreuses. Elles produisent tin tissu de moins bonne qualite qui perd sa 
fermete originelle et sa nature elastique. 
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II a ete constate que le metabolisme des cellules de I'epiderme se ralentit 
et que sa couche basale perd sa forme sinueuse et devient rectiligne. La 
population totale des Iteratinocytes regresse et la couche corn£e perd ainsi son 
efficacite. De plus elle controle mal Pevaporation de I'eau. II a egalement 6te 
constate que I'activite des fibroblastes, qui constituent les cellules cles du 
derme, diminue au fil des annees. Le collag£ne produit, devient alors fibreux et 
rigide. La synthese de I'elastine baisse de fa?on encore plus precoce. La nature 
du derme change ainsi de texture et il s'amincit, s'affaisse et devient moins 
resistant aux tractions des muscles. Ce relachement cree des cassuresqui 
constituent ainsi les rides. 

La formule lissante restructurante des compositions cosmetiques selon 
('invention reinstaure a tous les niveaux de la peau les bases naturelles du 
processus de fermete. 

Elles r6pondent aux micro-transformations imperceptibles de la peau qui 
aboutissent k la perte de fermete, d'Slasticite et de jeunesse de la peau. 

Les compositions cosmetiques selon I'invention sont aussi destinies aux 
peaux matures pour lesquelles elles constituent un soin anti-vieillissement. 
L'extrait 1 1844 agit alors sur le facteur de reconstruction de la peau tetablissant 
ainsi son 6quilibre physiologique k la fois structurel (fermete et tonicite) et 
superficiel (confort et eclat) ou en profondeur (fermete et tonicite) et en surface 
(6clat et confort). Les compositions cosnrtetologiques selon I'invention, 
vitalisantes ou restructurantes peuvent §tre utilis6es respectivement le jour 
et/ou la nuit. 

Les compositions cosmetiques peuvent egalement contenir d f autres actifs 
comptementaires. II peut s'agir par exemple de vitamines ou d'anti-taches. 

Leurs qualites restructurantes incomparables sont egalement renforc6es 
et amplifiees par le caractere synergique d'une association avec par exemple 
un extrait de plancton marin. L'extrait issu de plancton marin permet d'assurer 
une relance optimale de I'hydratation et de la fermete de la peau. 

On peut Egalement utiliser des phytostimulines telles que des extraits de 
fruits, comme par exemple, des phytostimulines de pomme choisies pour leurs 
proprtetes anti-radicalaires. Riches en flavones, sterols, acides gras essentiels 
et vitamines dont la vitamine E, ils constituent de nouveaux anti-radicalaires 
particulierement actifs. La peau est alors protegee de fa$on maximum centre 
les dangers des radicaux libres generes notamment par les ultraviolets et le 
stress. 

Des huiles perfluorees peuvent 6galement etre utilisees dans les 
compositions cosmetiques selon I'invention, de plus, ces huiles perfluorees ont 
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pour propriete de lisser les asperites et les creux du micro-relief du grain de la 
peau. Veritable "moulage" de jeunesse, elles repassent les traits du visage et 
embellissent visiblement la surface de la peau. 

Ainsi, les compositions cosmetiques selon . ('invention stimulent le 
renouvellement des cellules de I'epiderme et la production de collagfcne et 
d'elastine, assurent une relance optimale du processus naturel d'hydratation et 
protegent de fa?on encore plus complete la peau contre les radicaux libres qui 
constituent un des facteurs essentiels de son vieillissement. Redynamis6, 
I'epiderme retrouve alors une meilleure hydratation, la peau apparait comme 
rajeunie, plus lisse et plus tonique. Les traits du visage en particulier, se 
redessinent avec plus de nettete et la peau semble restructure de I'interieur, 
devenant ainsi visiblement plus ferme. 

L'extrait 1 1844 contenu dans les compositions cosmetiques ci-dessus agit 
sur la peau comme un actif federateur. 

Des essais ciiniques ont ete realises sur 120 femmes ag6es de 30 a 60 
ans. Elles ont teste pendant 4 semaines les qualites des compositions 
cosmetiques selon ('invention. 

II a ete constate chez 87% une efficacite visible du produit sur la fermete, 
le lissage et I'hydratation de leur peau. Pour 82% leurs grandes qualitds 
cosmetiques ont ete appr^ciees, par exemple : facility d'application, penetration 
rapide, absence totale de film gras ainsi que sensation de bien §tre et de 
contort. 

D'autres etudes ciiniques ont consiste a mettre en Evidence I'efficacite des 
compositions cosmetiques selon I'invention sur le relief cutang, le reseau 
microdepressionnaire, les propri6tes biomecaniques de la peau et sa 
luminosity. 

La ligne specifiquement destin6e aux peaux matures a permis de 
constater qu'avec un soin du jour pour peaux sensibles et peaux s6ches on 
obtient une attenuation statistiquement significative des ridules et du 
microrelief, une amelioration de la nettete et de Taspect du reseau 
microdepressionnaire, ainsi qu'une amelioration de la tonicite de la peau. 

Le soin du jour pour peaux normales et mixtes a mis en evidence une 
attenuation statistiquement significative des ridules, une amelioration de la 
nettete du reseau microdepressionnaire et une amelioration de la tonicite de la 
peau. 

Le soin de nuit anti-rides/raffermissant a montre une attenuation 
statistiquement significative des rides profondes, des ridules et du microrelief, 
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une amelioration de la netted et de I'aspect du reseau microdepressionnaire, 
une amelioration de la fermete et de la tonicite de la peau. 

Le soin intensif reg6n6rant a r6vele une attenuation statistiquement 
significative des ridules et du microrelief et une amelioration de la nettete et de 
I'aspect du reseau microdepressionnaire. 

Ces differents resultats cliniques ont ete confirmed par differentes 
methodes bien connues de I'homme du metier en cosmetologie comme par 
exemple, la technique de la microsonde a imagerie resonance magnetique 
(IRM) permettant la mesure de I'hydratation ; la microscopie a transmission 
permettant d'evaluer la reconstitution cutanee ; I'echographie a haute resolution 
permettant de mesurer I'epaisseur cutanee ou encore la spectrometrie de 
phosphore 31 permettant de mesurer I'activite cellulaire. 

L'invention a egalement pour objet une m6thode de traitement cosmetique 
caract6ris6e en ce que I'on applique sur repiderme et/ou le systeme pileux ou 
capillaire une quantity a effet cosmetique de I'extrait I 1844 dans un vehicule a 
usage cosmetique. 

Les EXEMPLES suivants illustrent ('invention sans toutefois la limiter. 

EXEMPLE 1 

Preparation d'un extrait issu de la souche Rhodotorula 1 1844. 
1.1 Fermentation 

La fermentation de la souche Rhodotorula I 1844 a ete conduite sur 
differents milieux de culture. 
1.1.1 

a) On propage la souche en boTtes de Petri sur un milieu de repiquage. 


Autolysat de Saccharomyces Cerevisiae 

10g 

Tryptone 

10g 

Glucose 

20 g 

Agar 

15g 

Eau purifiee q.s.p. 

1 I 


On fait incuber la culture pendant 48 heures & 30°C. On obtient ensuite 
une suspension de levures en ajoutant dans chaque boTte de Petri 10 ml d'un 
milieu de reprise approprie ayant la composition suivante : 
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NaCI 

9,00 g 

KCI 

0,42 g 

CaCI 2 

0,48 g 

NaHCOg 

0,20 g 

Glycerol 

150,00 g 

Acide-3[N-morpholino]propanesulphonique 
(MOPS) 

3,00 g 

Eau purifiee q.s.p. 

1 I 


b) On utilise 5 ml de cette suspension pour inoculer une fiole 
Erlenmeyer de 2 litres contenant 500 ml de milieu de culture ayant la 
composition suivante : 


Autolysat de Saccharomyces Cerevisiae 

10g 

Lait peptonise" 

20 g 

Com steep 

10g 

Glucose 

30 g 

Solution d'oligo6l6ments 

10 ml 

Eau purifiee q.s.p. 

1 I 


ou la solution d'oligottements est constitute par les composes 

suivants : 


FeS0 4 , 7H 2 0 

19 

MnS0 4 , 4 H 2 0 

ig 

CuCI 2 , 2 H 2 0 

0,025 g 

CaCI 2 , 2 H 2 0 

0,1 g 

H 3 B0 3 

0,56 g 

(NH 4 ) 6 Mo 24 ,4H 2 0 

0,02 g 

ZnS0 4> 7 H 2 0 

0,2 g 

Eau purifiee q.s.p. 

1 I 
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La culture est developp6e pendant 48 heures k 30°C dans des fioles 
Erlenmeyer de 2 litres en agitant k 150 rpm. 

1.1.2. 

a) On utilise 0,2 ml de suspension de levures du lot de semence 
secondaire pour inoculer une fiole de 500 ml contenant 100 ml de milieu de 
culture ayant la composition suivante : 


Autolysat de Saccharomyces Cerevisiae 

20 g 

Tryptone 

20 g 

Glucose 

20 g 

Solution d'oligoelements 

10 ml 

Eau purifiee q.s.p. 

1 1 


La solution d'oligodtements est identique k celle d^crite dans I'EXEMPLE 
1.1.1. 

La culture est d§velopp6e pendant 24 heures a 30°C avec une agitation 
de 200 rpm. 

b) On utilise 100 ml de la culture obtenue ci-dessus pour inoculer un 
fermenteur de 20 litres contenant 12 litres de milieu de composition identique a 
celui de I'EXEMPLE 1.1. Lb auquel on ajoute 1 ml/l de Struktol®. 

La culture est developpee a 30°C avec une aeration de 1 wm et en 
faisant varier Pagitation de fa$on k maintenir une pression en oxygene dissous 
de 30 %. Le pH est regule a 5,0 par de Pammoniac. 

A 25 heures d'age une solution concentree de glucose est ajoutee afin de 
prolonger la croissance. 

La culture est arretee au palier de croissance, a 32 heures d'age. 

1.1. 3.+ 

On prepare 100 ml de culture en fiole agitee de la meme fa?on que dans 
I'EXEMPLE 1.1.2. et on utilise cette culture pour inoculer un fermenteur de 20 
litres contenant 1 2 litres de milieu de culture ayant la composition suivante : 
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Autolysat de Saccharomyces Cerevisiae 

20 a 

Tryptone 

20 g 

Glucose 

30 g 

Solution d'oligoelements 

10 ml 

Struktol® 

1 ml 

Eau purifide q.s.p. 

1 I 


La solution d'oligoelements est identique a celle decrite dans I'EXEMPLE 
1.1.1. 

La culture est developpee dans les memes conditions que dans 
I'EXEMPLE 1.1. 2.b. 

A 31 heures d'age une solution de glucose concentree est ajoutee afin de 
prolonger la phase de croissance. La culture est arretee au palier de croissance 
k 34 heures d'age. 

1.1.4 

On prepare quatre cultures en fioles agitees de 2 litres contenant 500 ml 
de milieu de meme composition que celui de I'EXEMPLE 1.1 .2.a. 

Les quatre fioles sont chacune inoculees par 0,75 ml par fiole de 
suspension de levure du lot de semence secondaire. Les cultures sont 
developpees pendant 24 heures a 30°C et 200 rpm. Elles sont ensuite reunies 
pour inoculer un fermenteur de 450 litres contenant 230 litres de milieu ayant la 
composition suivante : 


Autolysat de Saccharomyces Cerevisiae 

30 g 

Tryptone 

20 g 

Roferose 

30 g 

Oligoelements 

10 ml 

Struktol 

1 ml 

Eau purifiee q.s.p. 

1 I 


WO 99/40896 


23 


PCT/FR99/00220 


La solution d'oligo6l6ments est identique a celle ddcrite dans I'EXEMPLE 
1.1.1. 

La culture est developpee a 30 6 C avec une aeration de 1 wm et en 
faisant varier I'agitation de fa?on k maintenir une pression en oxygene dissous 
proche de 30 %. 

Le pH est regule a 5 t 5 par de I'ammoniac et a 3.0 heures d'age une 
solution de glucose concentree est ajoutee afin de prolonger la phase de 
croissance. 

La culture est arretee au palier de croissance & 37 heures 30 d'age. 
1.1.5 

On utilise 0,75 ml de suspension de levures du lot de semence 
secondaire pour inoouler chacune des 6 fioles de 2 litres contenant 500 ml de 
milieu de culture ayant la composition suivante : 


Autolysat de Saccharomyces Cerevisiae 

20 g 

Hydrolysat de caselne 

20 g 

Glucose 

29 g 

Oligoelements 

10 ml 

Eau purifiee q.s.p. 

1 I 


La solution d'oligoelements est identique a celle decrite dans I'EXEMPLE 
1.1.1. 

La culture est developpee pendant 24 heures a 30°C avec une agitation 
de 220 rpm. 

Les six fioles sont ensuite r^unies pour inoculer un fermenteur de 450 
litres contenant 300 litres de milieu ayant la composition suivante : 


Autolysat de Saccharomyces Cerevisiae 

30 g 

Hydrolysat de casei'ne 

20 g 

Glucose 

20 g 

Oligo6l6ments 

10 ml 

Struktol 

1 ml 

Eau purifiee q.s.p. 

1 I 
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La solution d'oligoelements est identique a celle decrite dans I'EXEMPLE 

1.1.1. 

La culture est developpee a 30°C avec une aeration de 1 wm et en 
faisant varier I'agitation de facon a maintenir une pression en oxygene dissous 
proche de 30 %. 

Le pH est regule a 5,5 par de Tammoniac et a 35 heures d'age une 
solution de glucose concentree est ajoutee afin de prolonger la phase de 
croissance. 

La culture est arretee au palier de croissance a 40 heures d'age. 

1.2 Extraction 
1.2.1 

On realise I'extraction sur 9 litres de moQt obtenu selon I'EXEMPLE 1.1.1. 
(18 fioles de 2 litres contenant 500 ml de moot). 

On centrifuge a 9000 tours/mn (14 000 g) pendant 10 mn et on obtient 
154 g de biomasse humide. 

Cette biomasse est mise en contact a temperature ambiante sous 
agitation pendant une nuit avec 6 litres de melange dichlorom&hane/methanol 
(v/v). 

La biomasse est ensuite dliminee par filtration et la phase organique est 
evaporee a sec sous vide a 50°C. 

Le residu d'evaporation (9,8 g) constitue I'extrait sec et il est redissous 
dans 1 12 ml de methanol. 

La fraction ainsi obtenue est filtree sur 0,2 urn et evaluee sur le test 
biologique de stimulation des keratinocytes, elle presente un indice de 
stimulation (IS) des keratinocytes de 1,9 quand elle est diluee au 200eme 
(1/200). 

1.2.2 

On realise I'extraction sur 12 litres de mout de culture de I'EXEMPLE 
1.1.2. 

On suit le meme protocole que dans I'EXEMPLE 1.2.1. mais on extrait les 
1 900 g de biomasse humide obtenue par 80 litres de melange 
dichloromethane/methanol (50/50). soit en utilisant une proportion melange 
solvant / biomasse humide proche de 40 litres melange solvant pour 1 kg de 
biomasse humide. 

Apres une nuit de mise en contact, la biomasse est eliminee par filtration 
et la phase organique est evaporee a sec sous vide a 50°C. 
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On obtient 93,8 g d'extrait sec qui sont repris avec 375 g du melange 
ethanol/eau, 50/50 (v/v). 

La solution a 0,2 g/g d'extrait sec, filtree sur 0,2 pm, ainsi obtenue 
presente un indice de stimulation (IS) de 2,1 pour une dilution avec 1/200. 

1.2.3 

On realise I'extraction sur 11 litres de culture de I'EXEMPLE 1.1.3. On suit 
!e meme protocole que dans I'EXEMPLE 1.2.2. et on extrait les 2,2 kg de 
biomasse humide obtenue avec 80 litres du melange 
dichloromethane/mgthanol, 50/50 (v/v). 

La biomasse est ensuite eliminde par filtration et la phase organique est 
evaporge k sec sous vide k 50°C. 

On obtient 98 g d'extrait sec que Ton reprend avec 392 g de melange 
6thanoI/eau (50/50), (v/v) de fagon k obtenir une solution a 0,2 g/g. 

Aprds filtration sur 0,2 pm, cette solution est evaluSe sur le test biologique 
de stimulation des kSratinocytes, elle presente un indice de stimulation (IS) de 
2,8 pour une dilution de 1/200. 

1.2.4 

On realise i'extraction sur 12 litres de culture prdpar6e de la meme fagon 
que celui de I'EXEMPLE 1.1.3, mais dans ce cas pour sSparer la biomasse on 
utilise une centrifugeuse continue. On obtient 1 ,6 kg de biomasse humide, cette 
biomasse est traitee par 80 litres de melange dichlorom6thane/m6thanol, 50/50 
(v/v). 

Aprds une nuit de mise en contact, la biomasse est eliminee par filtration 
et la phase organique est evaporee a sec sous vide k 50°C. 

On obtient 83 g d'extrait sec que Ton reprend avec 747 g de melange 
ethanol/eau, 50/50 (v/v) de fagon a obtenir une solution a 0,1 g/g en extrait sec. 

La solution obtenue est filtree sur 0,2 pm et presente un indice de 
stimulation (IS) de 3,5 pour une dilution au 1/100. 

1.2.5 

On realise I'extraction de 230 litres de culture de I'EXEMPLE 1.1.3. ; apres 
separation de la biomasse par centrifugeuse continue, on obtient 29 kg de 
biomasse humide. On traite 8 kg de cette biomasse par 80 litres de melange 
dichloromethane/methanol, 50/50 (v/v), soit en utilisant une proportion melange 
solvant/biomasse humide proche de 10 litres de melange solvant pour 1 kg de 
biomasse humide. 
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Apres une nuit de mise en contact, la biomasse est elimin^e par filtration 
et la phase organique est evaporee a sec sous vide a 50°C. 

On obtient apres evaporation de ia phase organique 314 g d'extrait sec 
que I'on reprend avec 2 826 g de melange ethanol/eau, 50/50 (v/v). 

La solution ainsi obtenue (0,1 g/g d'extrait sec) presente un indice de 
. stimulation (IS) de 2,8 pour une dilution au 1/100. 

1.2.6 

On realise ('extraction de 330 litres de culture de I'EXEMPLE 1.1.5. A 
I'aide d'une centrifugeuse continue, on obtient 54,4 kg de biomasse humide. On 
traite 27,7 kg de cette biomasse avec 272 litres de melange 
dichlorom6thane/methanol, 50/50 (v/v), soit en utilisant une proportion melange 
solvant/biomasse humide proche de 5 litres de melange solvant pour 1 kg de 
biomasse humide. 

Apres une nuit de mise en contact, la biomasse est eliminee par filtration 
et la phase organique est evaporee a sec sous vide a 50°C. 

On obtient apres evaporation de la phase organique 1447 g d'extrait sec 
que Ton reprend avec 13023 g de melange 6thanoI/eau, 50/50 (v/v) de facon a 
obtenir une solution a 0,1 g en extrait sec. Apres filtration sur 0,2 g cette 
solution est evaluee sur le test biologique de stimulation des teratinocytes, elle 
presente un indice de stimulation de 2,6 pour une dilution au 1/100 erne. 

Dans les exemples suivants, les quantites sont indiquees en 
pourcentages en poids. 
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EXEMPLE 2 : CREME DE JOUR POUR LE VISAGE 


CARROMFR 

n 15 

TRIETHANOLAMINE 

01 

PRDPYI FNFRl YCm 


fiOMMF XANTHANE 

o? 

fil YHFRINF 

a 

STFARATE DE GLYCEROL 


STFARATF DF PFfi 

? 

STFARFTH 5>0 

? 

pai mitatf n-nnTYi F 

m 

ALGOOI HFTYIIOIIF 


ALCOOI STEARYI IOUF 


HUH F PFRFI IJORFF 

0? 

CHOI F8TEROL 

n.B 

CIRF D'ABEILLE SYNTH FTIOUE 

5 

DIMETHICONE 

5 

FXTRAIT PLANOTON MARIN 

OK 

FXTRAIT DF POMMF 

3 

RISAROI Ol 

n.s 

AHFTATF DF TOHOPHFROI 

1 

EXTRAIT PEPINS DE RAISIN 

0,5 

CONISFRVATFl JR 

OR 

PARFUM 

0,5 

FXTRAIT I 1R44 

0.1 

FAN DFMINERALISEE n.s.n. 

inn 
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EXEMPLE 3 : CONCENTRE DE SOIN POUR LE VISAGE 


ri ityi fnf rci vnni 


CARROMFR 

02 

TRIFTHANini AMINF 

1 

PO! YSORRATF RO 

0-8 

SORRITAN STEARATE 

OB 

HUH F. DE VASELINE 


LANOIINE 

oa 

DIPFI ARfiOIMATF DF 

s 

TRIfil YHFRIDF 

B 

Ainnm hftyi iouf 

n.ps 

DIHAPRYI ATF/ DIHAPRATF DF 

s 

STFARATF DF Rl YHFROI 

ann 

RTFROI VFRFTAI 

OR 

niMFTHIHONF 

0.5 

AfllDF STFARIOUE 


PANTHFNOI 

0.S 

HYAI URONATF DF SODIUM 

O.OB 

BISABOLOL 

0.1 

ACETATE DE TOCOPHEROL 

1 

EXTRAIT GERME DE SO.IA 

0.5 

CONSERVATEUR 

0.8 

PARFUM 

0,5 

FXTR AIT 1 1 B44 

0,25 

EAU DEMINERALISEE fl.s.n, 

100 
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EXEMPLE 4 : EMULSION FLUIDE POUR LE VISAGE 


RIITVI pmpri vr.n\ 


ROMMF YANTHANF 

no 

STFARATF DF GLYfiFROI 

1 

STFARATF DF PFfi 

1 

TRIGLYCERIDE 

S 

ALCOOL ("5FTYI IOUF 

o,s 

OXYDF RF TITAN F 

1 

DIMFTHinONF 

3 

POLYAHRYI AMIDE 

fi 

HFRAMIDFfi 

1 

PANTHFNOI 

1 

HYAI I IRONIATF DF SODIUM 

new 

BISAROI Ol 

0,1 

ACFTATF DF TOHOPHFRni 

1 

HONSFRVATFUR 

07 

PARRJM 

0,5 

EXTRAIT 1 1R44 

(MS 

EAU DEMINERALISEEn.s.n. 

100 
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EXEMPLE 5 : LOTION 




TAMPON PHOSPHATF 

n 1 

DIMETHICONE CQPOLYOL 

fi 

POI YSORBATE 20 

0.1 

PROPYI ENE GLYCOL 

10 

EXTRA IT PLANCTON MARIN 

1 

EXTRAIT DE POMME 


RISAROIOI 

ns 

AOFTATF DF TOCOPHEROL 

OR 

FXTRAIT PROTFINF DF RLF 

? 

OONRFRVATFUR 

1 

PARRJM 

0,3 

EXTRAIT I1R44 

0,1 

FAN DFMINFRALISFF n s n. 

mn 

EXEMPLE 6 : GEL 

f!ARROMFR 

1 

NIFUTRAI ISANT 


PROPYI FNIF Ol YOOI 

s 

PANTHFNOI 

1 

FXTRAIT n'AI OF VFRA 

1 

FXTRAIT DE BLEUET 

5 

EXTRAIT DE LEVURE 

Off 

EXTRAIT DE BLE 

O.PS 

HYALURONATE DE SODIUM 

0 01 

CONSERVATEUR 

0,7 

FXTRAIT I 1R44 

nns 

FAN DFMINFRALISEE nsn 

100 
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EXEMPLE 7 : MASQUE CREME 


HARRDMFR 


TRIETHANOI AMINF 


STEARATE DE SORBITAN 

1.S 

STEARATE DE PER 

3 

ALCOOLCFTYLIOUF 

fi 

HUH F VFRFTAI F 

?0 

OXYDF DE TITAN F 

07 

RIYHFRINF 

7 

TOCOPHFROI 

0 7fi 

EXTRA IT HF POMMF 

3 

BISABOIOI 

0,5 

PALMITATF DE RFTINOI 


HYALl JRON ATE DE fiDDII IM 


nOMRFRVATFUR 

1 

PARRJM 

0 3 

FXTRAITMR44 

m 

COLORANTS 


EAU DEMINERALISEE n.R.n, 

mo 
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EXEMPLE 8 : MASQUE A RINCER 


nopni ymfrf ArtRYi mi if 

1 

TRIFTHAMOI AMINF 

1 

GLYOFRINF 

is 

C14-C1fi OLEFINS SULFONATES 

fi 

ETHFR DE PEG ET COOOATE DF 

2 

EXTRA IT PLANCTON MARIN 

1 

EXTRAIT DE POMME 

s 

EXTRA IT DF RFRMF DF SO.IA 

OS 

ASCORRYLE PHOSPHATE DF 


FXTRAIT PROTFINF DF ROIF 

9 

CONSFRVATFUR 

OR 

PARFUM 


FXTRAIT I 1fl44 

015 

EAU DEMINERALISEE (l.ft.n. 

100 
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REVENDICATIONS 

1. Composition cosmetique contenant au moins un compose a 
activite stimulatrice de la production d'IL-6 par les keratinocytes en melange 
avec un excipient pour preparations cosmetiques. 

2. Composition selon la revendication 1 caracterisee en ce qu'elle 
comprend un extrait a activite stimulatrice de la production d'IL-6 par les 
keratinocytes qui est un produit provenant de la fermentation d'un micro- 
organisme. 

3. Composition selon la revendication 2, caracterisee en ce que I' 
extrait a activite stimulatrice de la production d'IL-6 par les keratinocytes est un 
produit provenant de la fermentation d'un microorganisme choisi parmi les 
levures. 

4. Composition selon la revendication 3 caracterisee en ce que 
Textrait a activite stimulatrice de la production d'IL-6 par les keratinocytes est 
obtenu par fermentation d'une souche de Rhodotorula. 

5. Composition selon la revendication 4 caracterisee en ce que V 
extrait a activite stimulatrice de la production d'IL-6 par les keratinocytes est 
susceptible d'etre obtenu par fermentation de la souche, Rhodotorula SEBR 
2002 depos6e aupres de la C.N.C.M. de Tlnstitut Pasteur sous le numero I 
1844, ou de ses mutants producteurs. 

6. Souche Rhodotorula SEBR 2002, deposee auprds de la 
C.N.C.M. de Tlnstitut Pasteur sous le numero I 1844 et ses mutants 
producteurs. 

7. Procede de preparation d'un produit extrait k activity 
stimulatrice de la production d'IL-6 par les keratinocytes, caracterise en ce que 
Ton cultive une souche selon la revendication 6, sur un milieu de fermentation 
et dans des conditions classiques jusqu'& Pobtention, dans le mout de 
fermentation, d'une activite stimulatrice de la production d'IL-6 par les 
keratinocytes. 

8. Composition a activite stimulatrice de la production d'IL-6 par 
les keratinocytes obtenue selon le procede de la revendication 7, 

9. Composition selon la revendication 8 obtenue selon le procede 
de la revendication 7, dans lequel on utilise la biomasse telle quelle ou 
concentree. 

10. Composition selon la revendication 8 caracterisee en ce 
qu'elle presente une activite stimulatrice de la production d'IL-6 par les 
keratinocytes avec un indice de stimulation IS compris entre 1 ,2 et 6. 
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11. Composition selon Tune des revendications 8 a 10, 
caracterisee en ce qiTelle est obtenue par extraction de la biomasse, 
evaporation des solvants et de I'eau et dilution de I'extrait sec dans un soivant 
compatible avec une utilisation cosmetique. 

12. Utilisation d'un compost a activite stimulatrice de la 
production d'IL-6 par les keratinocytes pour la fabrication d'une composition 
cosmetique destinee k lutter contre le vieillissement cutane. 

13. Utilisation selon la revendication 12, caracterisee en ce 
que le compose est obtenu par fermentation d'une levure. 

14. Utilisation selon la revendication 13, caracterisee en ce 
que le compose est obtenu par une souche de Rhodotorula, notamment 
Rhodotorula SEBR 2002 r depos^e auprfcs de la C.N.C.M. de Nnstitut Pasteur 
sous le numero 1 1844, ou de ses mutants producteurs. 

15. Utilisation d'une souche de Rhodotorula, 
notamment Rhodotorula SEBR 2002, d6pos§e auprfcs de la C.N.C.M. de 
Flnstitut Pasteur sous le numero 1 1844, ou de ses mutants producteurs pour la 
preparation d'un compost a activity stimulatrice de la production d'IL-6 par les 
keratinocytes. 

16. Methode de traitement cosmetique, caracterisee en ce 
que Ton applique sur repiderme une quantite a effet cosmetique d'un compose 
& activite stimulatrice de la production d'IL-6, dans un vehicule & usage 
cosmetique. 
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